esp@cenet document view 



Sivu 1/1 



Compositions for the prevention of skin aging contain a mixture of extracts 
pine and blackcurrant 



Patent number: 
Publication date: 
Inventor: 
Applicant: 

Classification: 
- international: 

- european: 
Application number; 
Priority number(s): 



FR2792203 
2000-10-20 

AMOUROUX PIERRE; CHANTERANNE BRIGITTE 
MU LABORATOIRE (FR) 

A61K35/78; A61K7/48; A61P17/06; A61P17/00; 
A61P37/08; A61P9/14 

A61 K8/97; A61 K35/78; A61 Q1 9/08 

FR1 9990004910 19990419 

FR1 9990004910 19990419 



Report a data error here 

Abstract of FR2792203 

^KISl 00 ^ 1 "? 3 ° f GXtraCtS ° f plne and blackc urrant. The extract is preferably made 

from pine bark and blackcurrant leaves, these being extracted using ethanol to give a clear oranoe- 
brown hqu.d of P H 4.5-5.5 and a density of 0.95-1 .05 at 20 deg C. The weight ratio of pSe blT& 
blackcurrant leaves is preferably in the range 60-40 to 90-10, with 75-25 being especially preferred. 

Data supplied from the esp@cenet database - Worldwide 



http://v3.espacenet.com/textdoc?DB=EPODOC&IDX=FR2792203«&F=0 



25.08.2005 



< 

I 

CO 

o 

CM 
CM 

o> 

CM 



© REPUBLIQUE FRANQAISE 

INSTITUT NATIONAL 
DE LA PROPRIETE INDUSTRIELLE 



PARIS 



® N° de publication : 2 792 203 

(a n'utiliser que pour les 
commandes de reproduction) 

(fj) N° d'enregistrement national : 99 04910 



(51) |nt CI 7 : A 61 K 35/78, A 61 K 7/48, A 61 P 1 7/06, 1 7/00, 37/08, 
9/14 



@ 



DEMANDE DE BREVET D'INVENTION 



A1 



(§) Date de depot : 19.04.99. 
@) Priorlte : 


® Demandeur(s) : MU LABORATOI RE Society anonyme 
— FR. 


@) Date de mfse a la disposition du public de la 
demande : 20.10.00 Bulletin 00/42. 


© Inventeur(s) : AMOUROUX PIERRE et CHANTE- 
RANNE BRIGITTE. 


(56) Liste des documents cites dans le rapport de 
recherche prSliminaire : Se reporter a la fin du 
present fascicule 




@) References a d'autres documents nationaux 
apparentes : 


@)Tltulaire(s): 

(§) Mandataire(s) : GROSSET FOURNIER ET DEMA- 
CHY SARL. 



@) NOUVELLE COMPOSITION A BASE D'EXTRAITS VEGETAUX NATURELS, ET SON UTILISATION, 
NOTAMMENT DANS LES DOMAINES PHARMACEUTIQUES OU COSMETIQUES. 

(57) La presente invention a pour objet des compositions 
comprenant un melange d'extraits de Pin et de Cassis, leur 
procede d'obtention et leur utilisation dans des composi- 
tions cosmetiques ou pharmaceutiques, destinies notam- 
ment a la prevention ou au traitement des manifestations du 
vleillissement de ia peau. 
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Nouvelle composition a base d'extraits v6getaux naturels, et son utilisation, 
notamment dans les domaines pharmaceutiques ou cosm6tiques. 

La pr6sente invention se rapporte £ une nouvelle composition a base d'extraits 
5 v6g6taux naturels, et son utilisation, notamment dans les domaines pharmaceutiques 
ou cosmetiques, notamment comme agent anti-§ge. 

La quSte de l'6temelle jeunesse, un des mythes les plus anciens de 
I'humanite, est plus que jamais d'actualit6. Hommes et femmes cherchent & 
conserver le plus longtemps possible une apparence de jeunesse. Pour ce faire, il 
10 est indispensable de pr6venir, retarder ou r6parer les manifestations du 
vieillissement. 

Les premiers signes de s6nescence apparaissent au niveau cutane. En effet, 
le vieillissement se traduit d'abprd par des changements apparents qui frappent le 
tissu conjonctif, notamment le demie de la peau et ses annexes. Les rides en sont le 
15 premier signe. Puis la peau devient fine, les vaisseaux sous-cutan6s deviennent 
visibles par transparence. 

La cellule principale du tissu conjonctif est le fibroblaste. Sa fonction principale est de 
synthetiser deux molecules fondamentales et tres sensibles aux m6canismes du 
vieillissement : le collagSne et l'6lastine. 

20 La composition du collagfene se modifie avec l'§ge, certaines de ses mol6cules 
d'aminoacides se rarefient (hydroxylysine), certaines de ses enzymes baissent 
d'activitS (propyl- et lysyl-hydroxylases notamment). L*6lastine se d6grade; ses fibres 
se d6sorganisent, leurs limites s'estompent, leur stnjcture s'effiloche. 

Rester jeune c'est done essentiellement proteger sa peau des agressions 

25 exterieures. 

La peau constitue une membrane de couverture. de soutenement et de 
protection s'opposant, dans une certaine mesure, S Taction des agents physiques, 
chimiques et bact6riologiques du monde environnant. Par ses proprte'es selectives 
d'imperm6abilite et de perm6abilit6 , la peau empfiche la p6n§tration de certains 
30 corps chimiques Strangers, alors qu'elle permet le passage d'autres 6l6ments (rejet 
ou absorption). 

La peau est form6e de deux type de tissus, Tun superficiel, I'epiderme, de nature 
6pitheliale, Pautre, sous-jacent, le derme, de nature conjonctive. 
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Le derme est surtout form§ de faisceaux de fibres de collag^nes, dispos6es en 
bandes onduleuses, allongfees en tous sens et entrecrois6es. Ces fibres sont 
constitutes de fibrilles. Cette charpente du derme comprend, en outre, de minces 
fibres elastiques sinueuses et de greles fibres r6ticuliniques dessinant un r6seau tres 
5 fin. 

Le derme est de surcroit le sfege de reactions biochimiques permettant les 
^changes entre le sang, la peau, la matrice extracellulaire et le milieu exterieur. Ces 
processus mttaboliques s'accomplissent essentiellement au sein de la «substance 
fondamentale», constitute par un gel cclloYdal, et ils dependent surtout des 

10 mucopolysaccharides tels que Tacide hyaluronique, I'acide chondroTtine-sulfurique et 
I'acide mucoYtine-sulfurique. Ces mucopolysaccharides sont, d T6tat normal, 
fortement polym§ris6s afin de donner d la substance fondamentale son 6tat 
visqueux. Cette viscosite assure la cohesion du systeme fibrillaire et contribue £ 
former une barrifere contre les infections. 

15 La depolym6risation des mucopolysaccharides se fait sous Tinfluence 

d'enzymes, notamment des hyaluronidases; rendant la substance fondamentale plus 
fluide. Dans le cadre d'un processus physiologique normal, le degr6 de 
polymerisation varie pour faciliter les 6changes. Mais il existe des cas pathologiques 
oCi les hyaluronidases s6cr6tees par certains germes rendent la substance 

20 fondamentale trop fluide, facilitant ainsi la diffusion des processus infectieux. 

On sait que I'acide hyaluronique r6git, en grande partie, Thydratation du 
derme. 

Par ailleurs, au sein de la matrice extra-cellulaire cutante, certaines 
macromolecules compostes de sucres et de prolines ont une structure spatiale 

25 naturellement organiste en r£seau maill£ du fait de liaisons par glycosylation 
enzymatique. Certaines enzymes pr£sentes au niveau de cette matrice la degradent 
afin de faciliter sa reconstruction. II existe un certain 6quilibre entre les facteurs 
favorisant la synthese de cette matrice par les fibroblastes et les facteurs favorisant 
la production d'enzymes qui dtgradent les elements matriciels. Au cours du 

30 vieillissement, les ph6nom£nes de degradation sont plus rapides que la synthese et 
certains elements de soutien, comme les fibres d'6Iastine, de collag6ne et les 
proteoglycanes ont tendance £ disparaTtre. 
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Jusqu'ici, Pextrait de Pin etait connu pour ses proprtetes anti-inflammatoires, 
anti-allerg6niques, et surtout pour ses propriet6s anti-oxydantes d6crites notamment 
dans le brevet am§ricain 5 470 874. 

L'extrait de Cassis 6tait surtout connu pour son r6le dans les problSmes 
5 vasculaires, relatifs notamment a la vision, et pour son action contre Pisch6mie telle 
que dfecrite dans la demande Internationale W09851291 . 

Le Cassissier (Ribes nigrum), appartenant d la famille des Saxifragac6es, est 
un arbrisseau indigene dont les feuilles et les bourgeons sont employ6s en m6decine 
populaire. Spontan6 dans Pest de la France, il est souvent cultivt dans les autres 
10 regions pour ses fruits : de petites baies noires. 

Les feuilles, outre des traces d'huile essentielle riche en cymfene, renferment 
de nombreux flavonoTdes, prodelphinidols dim6res et trim6res qui contribuent a 
Pactivite anti-age de la composition de invention. 

Les Pins, de la famille des Pinac6es, presque tous localis6s dans Ph6misphere 
15 nord, sont tr6s connus pour leur production, dans des canaux s6cr6teurs, de 
terSbenthine. La t6r6benthine et son essence sont de puissants modificateurs des 
s6cr6tions trach6o-bronchiques par leur action fluidifiante, expectorante et 
antiseptique. Mais ces coniferes sont aussi reputes pour leur huile essentielle riche 
en pindne, utilis§e en parfumerie. 
20 On peut citer, a titre d'exemple, le pin sylvestre (Pinus silvestris), ie pin noir ou 

le pin d'Autriche (Pinus austriaca), indigenes en France, mais aussi, le pin maritime 
(Pinus maritima), originaire des pays m§diterran6ens, etc. 

Le pin pr6f6r6 utilis6 dans la composition de Invention est le Pin sylvestre, 
souvent renomm6 Pin d'Auvergne ou Pin d'Ecosse. Les flavonoTdes et les acides 
25 organiques qu'il renferme, notamment au niveau de P6corce ou la concentration est 
plus importante, contribuent a Pactivite "anti-age" de la composition de Pinvention. 

Deux groupes de tanins sont habituellement identifies chez les v6getaux 
superieurs : 

- les tanins hydrolysables, d6riv§s de Pacide gallique et Pacide ellagique, 
30 - les tanins condenses, d6riv6s des catechines, qui renferment la classe d'actifs 
constitute par les oligomdres proanthocyanidoliques, encore appel§s les OPC. 
La plupart des OPC ont une capacite de complexation avec differents radicaux 
libres, ce qui a pour effet de stabiliser ces radicaux libres et done de les rendre moins 
nocifs pour Porganisme. 
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Dans la plupart des molecules organiques, les atomes voisins sont Ii6s les uns 
aux autres par des liaisons covalentes, c'est-S-dire fondees sur I'appariement naturel 
des electrons de vecteur magnetique ou «spin» oppos6. Lors d'une irradiation, de 
I'exposition a une source d'energie lumineuse ou thermique d'intensite suffisante, ou 
5 de reactions chimiques d'oxydor6duction, le couple 6lectronique peut etre rompu. La 
molecule ou I'atome se trouve de ce fait, porter un ou piusieurs electrons 
«c6Iibataires» sur son orbitaie externe et est d6sign§ sous le terme de «radical 
libre». La tendance naturelle des electrons non appari6s & interagir avec les 
electrons de molecules ou d'atomes voisins, pour reformer des liaisons chimiques 

10 covalentes, confere aux radicaux libres une trds grande instability, une extreme 
r6activit6 et la capacite de d6clencher la n6oformation et la propagation en chaTne 
d'autres esp£ces radicalaires. C'est ce processus de transfert et de propagation des 
radicaux libres que Ton d6signe parfois sous le terme evocateur de «cascade 
radicalaire», et qui, au sein de la matfere vivante, peut aboutir d la destruction 

is partielle ou complete des structures cellulaires et tissulaires avoisinantes. 

En fait, une partie des radicaux libres sont produits selon un processus 
physiologique normal au cours des factions metaboliques de la cellule : respiration 
mitochondriale, phagocytose, detoxication, etc. Mais les polluants comme les 
hydrocarbures polycycliques du tabac, les rayonnements solaires ou les 

20 inflammations, favorisent I'apparition excessive de radicaux libres. 

Parmi ces radicaux libres on distingue les radicaux oxyg6n6s libres dont la 
participation dans le processus naturel du vieillissement est aujourd'hui consid6r6e 
comme tres vraisemblable. 

De plus, une exposition prolong6e au soleil altere la structure cutanee. Les 

25 rayons ultraviolets du soleil interfere avec les lipides de la peau et produit par 
peroxydation des radicaux libres qui endommagent le film cutane superficiel, mi- 
aqueux, mi-graisseux, qui recouvre tout l'6piderme . La composition de I'invention 
neutralise les radicaux libres, protegeant ainsi ce film hydrolipidique de surface. Or 
ce film hydrolipidique de surface intervient contre les exc6s d'humidification et de 

30 dessiccation; il s'oppose aux changements brusques de temperature et contribue; en 
outre, & maintenir I'acidite de la surface de la peau dont le pH oscille entre 4,2 et 5,6 
suivant les regions; cette acidite 6tant un facteur important de defense contre les 
microbes. 
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Le vieillissement cutane est un ph6nom6ne complexe lie notamment d la 
transformation des tissus conjonctifs et a la diminution de la capacite de 
renouvellement de leurs cellules. Au cours du vieillissement, les tissus perdent leur 
eiasticite, augmentent leur extensible et perdent leur capacity & reguler les 

5 ^changes d'eau. La replication des tissus cutan6s devient moins efficace et peut 
m§me engendrer des alterations multiplicatives. Tous ces ph6nom6nes se 
traduisent, entre autres, de fagon visible, par une perte de la souplesse et de P6clat 
de la peau, par une desquamation de la peau et par Papparition de rides. 

La peau subit, plus que tout autre tissu, des agressions extemes, physiques, 

10 chimiques et bacteriologiques contre les m6faits desquelles la composition de 
invention se propose de lutter. 

Les diff6rents types de molecules pr6sentes, de taille in6gales, de dur6e et de 
cibles d'action diff6rentes conferent a la composition selon Pinvention ses capacites 
multifonctionnelles uniques et ses proprietes remarquables et inattendues au vue de 

15 Tart anterieur. 

Ces molecules existent aussi, selon une repartition differente, dans d'autres fruits, 
d'autres v6g6taux et dans certaines graines, mais c'est sous une forme plus 
concentr6e et plus active qu'elles apparaissent dans la composition selon Pinvention. 

20 De fagon surprenante, la composition de Pinvention pr6sente un effet a la fois 

dans la regulation de la permeabilite de la peau, dans la reconstitution du film 

hydrolipidique et dans la stabilisation des radicaux libres. 

De meme, de fagon inattendue, la composition de I'invention inhibe la 

proteolyse de la hyaluronidase, comme le d6montre les travaux realise dans le cadre 
25 de la pr6sente invention, rapportes dans la partie exp6rimentale ci-apr£s (exemple n° 

7). 

Un objet de la presente invention est done Putilisation de la composition de Pinvention 
pour la preparation d'une composition cosmetique ou pharmaceutique destin6e a 
pr6venir ou d traiter les pathologies Ii6es S un expes de hyaluronidases. 
30 Un autre objet de la pr6sente invention est Putilisation de la composition de 

Pinvention pour la preparation d'une composition cosmetique ou pharmaceutique 
destinee £ pr6venir, retarder ou r6parer les manifestations du vieillissement, par 
Pinterm6diaire d'une action sur les hyaluronidases. 
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La composition selon I'invention agit 6galement en tant que "ptegeur" de 
radicaux oxyg£n£s libres en inhibant la formation de Hon superoxyde, produit de la 
reduction monovalente de l'oxyg6ne. 

Un objet de la pr£sente invention est done I'utilisation de la composition de 
5 I'invention pour la preparation d'une composition cosm6tique ou pharmaceutique 
destinfee £ pr6venir ou a traiter les pathologies Ii6es aux radicaux libres. 

Un autre objet de la pr6sente invention est I'utilisation de la composition de 
I'invention pour la preparation d'une composition cosmetique ou pharmaceutique 
destin6e d prevenir, retarder ou r6parer les manifestations du vieillissement liees aux 
10 radicaux libres. 

Un autre objet de la pr6sente invention est I'utilisation de la composition de 
I'invention pour la preparation d'une composition cosmetique ou pharmaceutique 
destin6e a prevenir, retarder ou r6parer les manifestations du vieillissement en 
favorisant la reconstitution du film hydrolipidique de surface. 
15 Les tests effectu6s dans le cadre de la pr6sente invention, et rapportes dans 

la partie experimental ci-apr&s. montrent une diminution remarquable de la surface 
de I'ombre portee allant jusqu'S 55% sur les sites traitees, et une amelioration tres 
significative de la complexite, de la profondeur et du volume de la ride traitee avec la 
composition de Tinvention. 
20 Un objet de la pr6sente invention est done ('utilisation de la composition de 

I'invention pour la preparation d'une composition cosmetique ou pharmaceutique 
destin£e £ prevenir, retarder, attenuer, voire eiiminer les rides et / ou les ridules. 

Les tests de screening relatifs d I'activite anti-6Iastase de la composition selon 
I'invention ont montre un effet synergique sur Inhibition de I'activite elastase. En 
25 effet, la dose efficace, correspondant b la quantite d'extrait en mg dans 1 ml de 
milieu rSactionnel, qui est n6cessaire d une inhibition de 50% de I'activite diastase 
est de Pordre de 18 mg/ml pour la composition selon I'invention, alors qu'elle est de 
23 mg/ml pour un extrait de Pin, et de 47 mg/ml pour un extrait de Cassis. 

Les tests realises dans le cadre de la pr6sente invention ont egalement 
30 montre que la composition selon I'invention inhibe la proteolyse enzymatique du 
collagene. 

Un objet de la pr6sente invention est done I'utilisation de ia composition selon 
pour la preparation d'une composition cosmetique ou pharmaceutique destin£e S 
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pr6venir ou a traiter les pathologies liees d une degradation enzymatique du 
collag^ne. 

Un autre objet de la pr6sente invention est I'utilisation de la composition selon 
1'invention pour la preparation d'une composition cosmetique ou pharmaceutique 
5 destin6e d pr6venir, retarder ou r6parer les manifestations du vieillissement Ii6es £ 
une proteolyse enzymatique du collag6ne. 

La composition de I'invention joue aussi un r6le anti-inflammatoire, anti- 
histaminique, il am6liore la circulation veineuse et semble avoir une action ben6fique 
sur le psoriasis. 

10 Un objet de la pr6sente invention est done ('utilisation de la composition de 

invention pour la preparation d'une composition cosmetique ou pharmaceutique 
destinSe d pr6venir ou d traiter le psoriasis. 

Un autre objet de la pr6sente invention est I'utilisation de la composition de 
I'invention pour la preparation d'une composition cosmetique ou pharmaceutique 

15 destin6e d pr6venir ou £ traiter les inflammations. 

L'invention se rapporte d une composition caract6ris6e en ce qu'elle comprend 
un melange d'extraits de Pin etlle Cassis. 

L'invention se rapporte plus particuli6rement d une composition caracterisee 
20 en ce qu'elle comprend un melange d'extraits v6g6taux issus d'un melange d'6corces 
de Pin et de feuilles de Cassis. 

L'invention se rapporte 6galement au proc6d6 mis en ceuvre pour obtenir la 
composition de l'invention. II s'agit d'un proc6d6 d'extraction hydroalcoolique qui 
consiste d broyer le Pin et le Cassis, & mettre en presence le broyat obtenu avec le 
25 solvant, I'extraction se faisant de preference d temperature ambiante, avec une 
agitation mecanique lente et brassante, et a I'obscurite. Suit une etape d'egouttage, 
par exemple sur un tamis, puis une etape de filtration, par exemple sur filtre papier. 

L'extrait r6cuper6, liquide limpide, brun orange, est une composition selon 
Tinvention. II pr6sente une densite & 20°C environ 6gale d 1 ± 0,05 et un pH de 
30 I'ordre de 5 ± 0,5. 

Selon un mode pr6f6r6 de ('invention, le melange de plantes est constitue de 
60% a 90% d'ecorces de Pin et la quantite suffisante pour 100%, soit 40% d 10% de 
feuilles de Cassis, et de preference de 75% d'6corces de Pin et 25% de feuilles de 
Cassis en poids par rapport au poids total de plante. 
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Selon un mode pr6f6r6 de' Pintfention, le melange de plante est plus 
particulierement de 75% d'6corces de Pin sylvestre et 25% de feuilles de Cassis Noir 
de Bourgogne. 

Selon un mode pr§f6r6 de Pinvention, le solvant utilise est un melange 
5 d'6thanol 96,3° et d'eau d6sionis6e dans un rapport de 60/40 (v/v). 

^invention se rapporte 6galement d une composition constitute d'un melange 
d'extraits issus du proc£d£ d'extraction par un solvant constitu6 d'ethanol et d'eau. 

Selon un mode pr6f6r6 de Pinvention, le solvant est constitu6 d'£thanol et 
d'eau dans un rapport 60/40. 
10 (-'invention a £galement pour objet toute composition cosm6tique ou 

pharmaceutique comprenant une composition selon Pinvention. 

Les doses d'utilisation d'une composition selon Pinvention dans une 
formulation cosm£tique ou pharmaceutique peuvent varier en fonction de la propri6t6 
recherch6e, et peuvent de preference 6tre comprise entre 1 et 10% en poids par 
15 rapport au poids total de ladite formulation cosm6tique ou pharmaceutique. 

(.'invention a encore pour objet une composition cosm£tique ou 
pharmaceutique se pr£sentant sous forme de crimes, pommades, gels, solutions ou 
dmulsions. 

La figure et les exemples ci-aprSs illustrent Pinvention sans en limiter la port6e. 
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Melange plante hroyee Melange SOlvant 

Ecorce de Pin sylvestre Ethanol 96.3° 

Feuilles de Cassissier Eau desionis6e 




1 

EXTRACTION 



Temperature ambiante 
Agitation mecanique 
Obscurite 

1 

EGOUTTAGE 



_j 

FILTRATIONN 



EXTRAIT VEGETAL DE LTNVENTION 



Extrait hydroalcoolique semi-clarifie 
Conservation a 4°C 
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Exemple n° 2 ; Test de screening interne ; test anti-eiastase, 

Principe du test : 

L'evaluation de Pactivite anti-6lastase de la composition selon Pinvention est 
5 bas6e sur le module N-succinyl-Ala-Ala-Ala p-nitroaniline (SANA) / eiastase. 
L'eiastase est responsabie de la degradation de Peiastine ce qui induit une 
diminution de P6Iasticite et de la souplesse de la peau. 

Ce test utilise un substrat synthetique degradable par P6lastase. Ce substrat 
incolore donne des produits de degradation de couleur jaune apr6s action 
10 enzymatique. L'ajout au milieu r6actionnel d'un extrait pr6sentant des propri6t6s anti- 
eiastase va induire une diminution de la degradation du SANA et done une variation 
de densite optique (DO), mesurSe & 390 nm. 

Ftesultats : 

15 La composition de invention inhibe plus de 75 % de Pactivite eiastase pour un 

test realise d 0.5% de matidre sfeche. 

CI 5Q Anti-flastase ; 

- Mati6re efficace (quantite de matidre s6che de Pextrait) : 0,017 - 0,025% 
20 - Dose efficace (quantite d'extrait) : 14,5 - 21 ,7 mg/ml 

Soit un pourcentage de produit assurant une inhibition de 50% de Pactivite anti- 
eiastase compris entre 1,50 % et2 t 20%. 

Ainsi, une formulation d 2% assure une inhibition de Pactivite anti-6Iastase de 
plus de 50%. 

25 

Exempfe n° 3 : Test de screening interne : test anti-oxydant 
Principe du test ; 

L'evaluation de Pactivite anti-oxydante de la composition de Pinvention est 
30 bas6e sur le modele Xanthine / Xanthine oxydase. La xanthine sous Paction de la 
xanthine oxydase g6n6re un anion superoxyde et de Pacide urique. 

La reaction est r6vei6e par le cytochrome C (brun-orang6 sous forme oxyd6e 
et rose sous forme reduite) qui est r6duit par Pattaque radicalaire de Panion 
superoxyde. L'ajout au milieu reactionnel d'un extrait pr6sentant des proprietes anti- 
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radicalaires va induire une diminution de la quantity de cytochrome C r6duite, soit 
une variation de DO (mesure effective £ 550 nm). 

Ce test permet de quantifier ta capacite de la composition de invention £ 
inhiber les factions d'oxydation. II sera complete par le test a la DPPH qui suit. 

5 

Resultats ; 

La composition de I'invention inhibe plus de 75% de I'activite xanthine / 
m xanthine oxydase pour un test r6alis6 a 0.025% de matfere seche. 

10 CI 50 Xanthine oxydase: 

- Mattere efficace (quantite de mature s6che de I'extrait) : 1 ,7.1 0" 3 - 2,5.1 0 -3 % 

- Dose efficace (quantity d'extrait) : 1 ,45 - 2, 1 7 mg/ml 

Soit un pourcentage de produit assurant une inhibition de 50% des reactions 
oxydatives compris entre 1,50 % et 2,20%. 
15 Ainsi, une formulation d 2% assure une inhibition des factions oxydatives de 

plus de 50%. 

Exemple n° 4 : Test de screen ing interne : test a la DPPH ; 

20 Principe du test ; 

L'activite anti oxydante ou anti-radicalaire peut etre mise en 6vidence en 
montrant la capacite de la composition de Invention & pi6ger les radicaux libres de la 
DPPH (DiPftenyl Picryl Hydrazyl) qui entraine une decoloration de la solution 
d'origine. 

25 L'effet pi6geur du radical libre DPPH par la composition de I'invention est 

exprirrte en pourcentage de la diminution de la coloration d'origine. Les mesures 
s'effectuent & 520 nm. 

Cette 6tude complete celle du test xanthine / xanthine oxydase et confirme 
dans le cas present l'activite anti-age de la composition de I'invention. 

30 

Resultats : 

La composition selon I'invention inhibe plus de 90% de I'activite anti- 
radicalaire, pour un test realist a 0.5% de mattere s6che. 
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Les trois exemples qui suivent portent sur des tests in vitro r6alis6s sur culture 
cellulaire afin de determiner les proprietes cosm6tiques exactes de la composition de 
['invention. 



5 Exempie n° 5 ; Test de in vitro ; Test anti-6lastase, 



Principe du test ; 

II permet la mise en Evidence du pouvoir inhibiteur direct de la composition de 
Tinvention vis £ vis de Tactivit6 diastase de fibroblastes de derme humains. Cette 
10 Evaluation permet une comparison de TactivitE diastase des fibroblastes aprds 
traitement pendant 72H des cellules d diffErentes concentrations de la composition 
de Tinvention. 

Pour chaque concentration, les rEsultats sont exprimEs en variation de densitE 
optique par minute calculE & partir des droites de rEgression & 405 nm. Une unitE 
15 elastase Etant dEfinie comme la quantity d'enzyme qui libEre 1 ^mole de 4- 
nitroanilide/min. L'activitE Elastase est alors exprimEe en mU/mg de profEines. 
Cinq concentrations ont EtE testEes : 

- 1 mg/ml 

- 5 mg/ml 
20 - 10 mg/ml 

- 25 mg/ml 

- 50 mg/ml 

Des tEmoins Ethanol sont rEalisEs simultanEment et aux mSmes 
concentrations. 

25 

Ftesultats ; 

La composition de Tinvention est capable d'inhiber, de maniEre dose 
dependante, TactivitE catalytique de TElastase, par effet direct a des doses de 25 
mg/ml soit 2.5% (27% d'inhibition) et 50 mg/ml soit 5.0% (50% d'inhibition). 

30 
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Exemple n° 6 : Test de in vitro : Test anti collag6nase. 

Principe tiu test ; 

II s'agit de mettre en 6vidence le pouvoir inhibiteur de la composition de 
5 I'invention vis S vis de I'activite collag6nase de fibroblastes de derme humain. Cette 
6valuation permet la cornparaison de I'activite coIIag6nase des fibroblastes apr6s 
traitement des cellules pendant 72 H par differentes concentrations de la composition 
de Tinvention. 

Pour chaque concentration, la moyenne des densites optiques obtenues & 630 
10 nm (dosage de la collag6nase) est calcu!6e. Les concentrations de collag6nase 
(ng/ml) sont ensuite corrig6es en fonction du taux de prot6ines cellulaires fag/ml). 
L'activit6 collag6nase est exprim6e en ng de collagSnase Iib6r6e par ng de prolines 
cellulaires. 

5 concentrations ont 6t6 test6es : 
is 0.1 mg/ml 

0.5 mg/ml 
1 mg/ml 
5 mg/ml 
10 mg/ml 

20 Des temoins 6thanol sont r6alis6s simultan6ment et aux mSmes 

concentrations. 

RSsultats : 

L'activit<§ anti-co!lag6nase de la composition de Tinvention est dose 
25 d6pendante jusqu'a 5 mg/ml soit 5.0%. Cette concentration est capable de r6duire de 
51% I'activit6 collag6nase des cellules. 



N° 


Concentration (mg/ml) 


Pourcentage d'inhibition 


1 


0.1 


6.7% 


2 


0.5 


29.2% 


3 


1 


41.2% 


4 


5 


51.3% 


5 


10 


44.4% 
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Exemple n° 7 : Test de in vitro : Test anti hyaluronidase. 
Principe du test ; 

II permet la mise en Evidence du pouvoir inhibiteur de la composition de 
5 ('invention vis d vis de I'activite hyaluronidase de cellules 6pitheliales MDCK. 

Cette Evaluation permet la comparaison de I activity hyaluronidase de cellules 
6pith6liales MDCK apr6s un traitement de 72 H en pr6sence de differentes 
concentrations de la composition de I'invention. 

L'activit6 est appr6ci6e par le taux de liberation des groupements N-ac6tyI 
10 glucosamine provenant de la d6gradation de I'acide hyaluronique. La mesure des 
taux de N-ac6tyl glucosamine (GNAc) pr6sents dans les diff6rentes concentrations 
est r6alis6e au moyen d'une reaction colorim&rique avec du 4- dim6thyl 
9minobenzaId6hyde £ 585nm. 

Une unite hyaluronidase 6tant d6finie comme la quantity d'enzyme qui Iib6re 
15 lumole de N-ac6tylglucosamine par min , la concentration catalytique exprim6e en 
unite hyaluronidase par mg de proteines cellulaires (U/mg prot.) est calcutee pour 
chaque concentration. 

5 concentrations ont 6t§ testees : 
0.1 mg/ml 
20 0.5 mg/ml 

1,1 mg/ml 
5.0 mg/ml 
10.0 mg/ml 

Des temoins ethanol sont realises comparativement et aux rnSrne 
25 concentrations. 

R^SMltgtg ; 

Cette 6tude a montr6 que la composition de Pinvention est capable de r6duire 
I'activite hyaluronidase des cellules. Get effet est maximum pour une concentration 
30 de 5 mg/ml soit 0.5%. L'absence d'effet inhibiteur direct sur I'enzyme isolee laisse 
envisager une activity de la composition de Tinvention au niveau de la synthase de 
I'enzyme plutot qu'une activity inhibitrice de I'activite catalytique de la hyaluronidase. 
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Exemple n° 8 : Tests in vivo : Evaluation du potentiel irritan t primaire oculaire et 
cutane. 



abirritation cutan6e 

L'etude a ete r6alis6e sur un gel contenant 10% de la composition de 
I'invention, applique tel quel sous pansement occlusif, pendant 48 H sur le dos de 10 
sujets souffrants d'une pathologie suppos6e d'origine allergique. 



io Examen et e valuation macroscoDiaue des reactions ; 

Une lecture est pratiqu6e 30 minutes £ 1 H apr6s ('enlevement des 
pansements. En cas de doute une seconde lecture est pratiqu6e 24 ou 48 H plus 
tard. 

Six parametres pouvant etre observes conjointement ou separ6ment f sont 
15 recherches et pond6r6s selon une 6chelle arbitraire a 5 niveaux (0 & 4) 
S Presence d'un 6rytheme 

s Presence d'un oedeme 

* Presence d'une v6sicule 
V S6cheresse cutan6e 
20 s Rugosite cutan6e 

s Reflectivite de la peau 
La tolerance au produit est evaluee par le m6decin dermatologue, en fonction 
des r6sultats observes, de leur intensite, et de leur reproductibilite d'un sujet a 
Pautre. 

25 

RSsultats ; 

4 sujets sur 10 ont r6agi au produit, pour 2 d'entre eux la reaction allergique 
enregistr6e est vraisemblablement liee e la presence de traces d'huile essentielle 
provenant de la composition de I'invention. 
30 Sur le plan cutane, les reactions enregistrees ne sont, £ priori, pas H6es e un fort 
potentiel irritant. 
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b) Irritation oculaire ; 

Le potentiel irritant oculaire a 6te 6valu6 par deux methodes alternatives 
complementaires : 

* L'etude de cytotoxicite sur fibroblastes. 
✓ L'6tude sur membrane chorio-allantoidienne d'oeufs de poule (HET-CAM). 

Ces tests sont propos6s comme une alternative au test de DRAIZE chez le 
lapin pour les produits cosm6tiques et d'hygfene. 

U6tude a 6t6 r6alis6 d partir d'une formulation contenant 10% de la 
composition de ('invention, appliqu6 tel quel sur la membrane Chorio-allantoTdienne, 
et ramolli au bain marie avant l'6tude de cytotoxicite sur fibroblastes. 

Test sur fibroblasts de lapin ; 

Les fibroblastes de com6e de lapin (Iign6e SIRC) sont cultiv6s dans du milieu 
de culture complet additionn6 de s6rum de veau foetal (10%) et d'antibiotiques. La 
suspension cellulaire estensuite r6partie dans les puits d'une microplaque (96 puits). 
Le produit est ensuite ajoute & la suspension cellulaire et mis en contact pendant 30 
minutes, 1 heure et 4 heures. 

La r6v6lation se fait par colorim6trie (Fraction au MTT). A partir des densites 
optiques (DO) mesur6es pour chaque temps de contact, un pourcentage de 
cytotoxicite est calcute selon la formule : 

% (t) = [(DO temoin - DO §chantillon) / Do temoin] x 100 

A partir de ce pourcentage, un indice moyen de cytotoxicite (IMC) est calcule 
selon la formule : 

IMC = ( % 30 minutes + 0.5% 1 heure + 0.125 % 4 heures) / 3 

Un indice d'irritation 6quivalent (IO eq) est alors calcule, ce qui permet de 
classer le produit selon le bar6me du test de DRAIZE pr6sente au journal officiel de 
la r6publique Fran^aise du 10 Juillet 1992. 

IO <§q. = 6.5 
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Uindice IO eq. obtenu permet de classer notre produit formule comme 
faiblement irritant. 

Test HET-CAM ; 

5 

Ce test est realist sur 2x3 ceufs de poule White Leghorn embryonn§s pesant 
entre 50 et 60 g., places dans un incubateur pendant 10 jours dans des conditions 
strictes de temperature et d'humidite. 

Cet examen r6alis6 avec une lampe loupe, consiste a 6valuer au niveau de la 
10 membrane Tapparition au bout de 30 secondes, 2 et 5 minutes, des phenom6nes 
suivant : Injection 

htemorragie 

Coagulation 

l_ es factions observ6es sont cotees selon des 6chelles en fonction de leur 
is temps d'apparition. Les cotations obtenues pour les trots ph6nom6nes sont 

additionn6es et repr6sentent un indice d'irritation individuel. La moyenne des indices 
individuels permet d'obtenir un indice d'irritation (IP-MCA). 

IP-MCA = 0.3 



IP-MCA 


Classe 


0 a 0.9 


Non irritant 


1 a 4.9 


Faiblement irritant 


5 a 8.9 


Moderement irritant 


9 a 21 


Tres irritant 



Resultat de revaluation du potentiel irritgnt ; 

25 IP-MCA = 0.3 

IO eq = 6.5 



Conclusion : produit faiblement irritant. 
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Exempie n° 8 : Tests in vivo : Etude de I'effet anti-ride. 

Le but principal de T6tude 6tait de mettre en 6vidence refficacit6 anti-rides de 
la composition de 1'invention dans une formule de « base » au niveau de la patte 
d'oie. 

Cette 6tude a ete men6 contre placebo, sur 12 volontaires de sexe f6minin. 

Les empreintes ont 6t6 effectu§es au niveau de chaque patte d'oie & TO, avant 
tout traitement, puis d T28, apr6s 28 jours duplication. Deux m6thodes d'analyse 
ont 6te retenues : analyse de I'ombre portee et analyse tridimensionnelle des rides. 

Les produits ont 6t§ appliqu6s tels quels au niveau du pli du coude, pendant 
une semaine, afin de verifier leur innocuite. 

a) Analyse de I'ombre portee ; 

L'analyse des empreintes a r6v6l6 une amelioration du site traits par rapport 
au site placebo par 8 sujets sur 1 1 retenus pour Texploitation, avec une diminution de 
la surface de I'ombre portee allant jusqu'a 55% pour Tun des sujets. 

b) Analyse tridimensionnelle ; 

Sur chaque paire d'empreinte (avant et apr6s), et au niveau des deux sites 
(site trait6 et placebo), une zone de 5 mm 2 a 6t6 repSree et analys6e. 

Trois paramfetres ont 6te retenus : 

complexity de la ride ou impact visuel. 
II correspond au supplement d'aire developp6 par rapport a I'aire horizontale ; 
il est exprim6 en pourcentage. 

Profondeurde la ride. 
Elle correspond & la moyenne des profondeurs du fond du sillon ; elle est 
exprim6e en mm. 



V olume de la ri de, 
II est exprim6 en mm 3 . 
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L'analyse de ces trois parametres a r6vele une amelioration globale au niveau 
du site traite par rapport au site placebo pour 7 sujets sur 10. 

Les coupes de la figure 1 demontrent tr6s clairement I'efficacite de la 
composition de I'invention. 
5 Cf. Figure 1 . 

c) . Evaluation subjective par les sujets de I'efficacite du produit. 

Elle a ete r6alis6e d I'aide d'6chelles analogiques. 
io Les sujets ont 6valu6 I'intensite des rides et des ridules avant application des 

produits et d Tissue des quatre semaines duplication, au niveau du site traite et du 
site temofn. 

Six sujets sur douze ont trouve une difference en faveur du produit £t retude 
par rapport au placebo concemant la diminution des rides, et quatre sur douze 
is concemant la diminution des ridules. 

d) Qualites cosmetigues des produits 

Les sujets ont 6valu6 les qualites cosmetiques de la composition de I'invention 
20 testee selon neuf parametres : 
couleur, 
parfum, 
texture, 

faciiite d'application, 
25 - penetration du produit, 
douceur cutanSe, 
produit dans son ensemble, 
utilisation du produit, 
achat du produit. 

30 II ressort de cette etude que sept sujets sur douze souhaiteraient continuer 

Tutilisation de la composition selon Pinvention et que six d'entre eux Tacheteraient. 

Remarque : II ne faut pas oublier.que la formulation utilis6e pour ces tests est 
basique, afin de verifier I'efficacite de la composition de I'invention et non celle d'un 
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ensemble d'excipients qui ameiioreront la qualite cosmetique du produit fini (texture, 
penetration...). 

fi) Evaluation de la tolerance ; 

5 

Aucun signe d'intoierance n'a 6t6 enregistre a Tissue des quatre semaines 
d'application dans les conditions normales d'emploi. 

Appreciation de la tolerance par les sujets : 
10 > bonne pour onze sujets 

> picotements fugaces pour un sujet. 

Appreciation de la tolerance par ('investigates : 

> bonne pour tous les sujets. 

15 Exemple n° 9 ; Exemple de formulation. 



Apifil 12,0 

Huile de jojoba 5,0 

Huile d'amande douce 3,0 

20 Phenonip 0,5 

Antiox 0,35 

Carbopol ultrez 0,20 

NaOH (10%) 0,40 

Composition selon I'invention 5,0 

25 Parfum qsp 100 

Eau qsp 100 



Exemple n° 10 ; Une TOmpQSition selon ['invention. 

30 En suivant un proc6d6 selon Hnvention, on obtient une composition de Invention 
pr6sentant les caracteristiques suivantes : 



Composition 



Melange d'extraits ethanoliques d'ecorces de 
Pin et de feuilles de Cassis. 
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Denomination INCI Eau, Alcool, extrait de Pin (pinus sylvestris), 

extralt de Cassis (ribes nigrum). 

Solvant de I'extrait Ethanol-eau (60/40) 

5 

Caracteres organoleptiaues Liquide limpide, brun orang6, Odeur 

caracteristique. 

DansM12fl!g 1.00±0.05 

10 

pH 5.0 ± 0.5 

Solubilites Soluble dans I'eau et les alcools dilu§s. 

Insoluble dans les solvants organiques et les 
15 Huiles. 



Identification A (faction cotonm&rique) 



20 



Ajouter 1 ml de HCL £ 25% et 1 50 mg de 
tournures de magnSsium S 5 ml de la 
composition de Tinvention. II apparait une 
coloration jaune orang6 attestant de la 
pr6sence de flavonoTdes ; 



IdfiDtififiatiaD B (CCMdesnavonoTdes) 



25 



30 



Mettre 2 ml de la composition a I'etuve 3 100° 
jusqu'& Evaporation complete du solvant 
Reprendre le r6sidu par 1 ml d'§thanol 96°. 
D6p6tde10n1. 
Solvant de migration 

Ac6tate d'6thyle 100 

Acide formique 10 

Acide acetique 10 

Eau 27 
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Migration de 10 cm 

Rev6Iateur : Diph6nylboryloxyethylamine et 
Polyoxy&hyleneglycol 4000. 

Lecture visible et UV. 



Rf 


Couleur 




Visible 


U.V 


0,78 


Jaune 


Jaune 


0,68 


Orange 


Orange 


0,58 


Rose 


Rose 


0,55 




Bleue 


0,43 


Orange 


Orange 


0,38 




Bleue 


0,31 


Rose 


Rose 


0,27 




Vert 


0,18 




Rose 



Matiere seche 1.00% ±0.1 

Titre alcoolique 60* ± 5.0 

Dosage des polyphenols 7.0 % ± 1 .0 
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REVENDICATIONS. 

1 ) Composition caract6ris6e en ce qu'elle comprend un m6lange d'extraits de Pin 
5 . etde Cassis. 

2) Composition selon la revendication 1 caracteris6e en ce que I'extrait de Pin est 
un extrait d'6corces de Pin et I'extrait de Cassie est un extrait de feuilles de 
Cassis. 

10 

3) Composition selon I'une des revendications 1 ou 2 caracteris6 en ce que les 
extraits sont des extraits §thanliques, et en ce qu'elle se pr6sente sous la forme 
d'un liquide limpide de couleur brun orang6, dont le pH est d'environ 5 ± 0,5 et 
dont la densit6 d 20°C est d'environ 1 ± 0,05. 

15 

4) Composition selon Tune des revendications 1 a 3 caracteris6e en ce que la 
proportion d'6corces de Pin est d'environ 60 a 90%, de preference de 75%, et 
celle de feuilles de Cassis est d'environ 40 a 10%, de pr6f6rence 25% en poids 
par rapport au poids total de plante. 

5) Composition selon Tune des revendications 16 4 caract6ris6e en ce qu'elle 
pr6sente une activity anti-hyaluronidase. 

6) Composition selon Tune des revendications 16 5 caracteris§e en ce qu'elle 
25 pr6sente Tune au moins des activites suivantes : 

- anti-collag6nase, 

- anti-eiastase, 

- anti-oxydante, 

- antiradicalaire. 

30 

7) Composition cosm6tique caract6ris6e en ce qu'elle comprend une composition 
selon Tune des revendications 1 a 6, en association avec des excipients 
physiologiquement acceptables. 
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8) Composition pharmaceutique caract6ris6e en ce qu'elle comprend une 
composition selon Tune des revendications 1 a 6, en association avec des 
excipients physiologiquement acceptables. 

5 9) Composition cosmetique ou pharmaceutique selon la revendication 7 ou 8, 
caract6ris6e en ce que la proportion de composition selon Tune des 
revendications 1 a 6 est d'environ 1% & environ 10% en poids par rapport au 
poids total de ladite composition cosmetique ou pharmaceutique. 

10 10) Composition cosmetique ou pharmaceutique selon Tune des revendications 7 d 
9, caract6ris6e en ce qu'elle se pr6sente sous forme de crimes, pommades, 
gels, solutions ou emulsions. 

11) Utilisation d'une composition selon Tune des revendications 1^6 pour la 
15 preparation de compositions cosmetiques ou pharmaceutiques destin6es a Tun 

au moins des effets suivants : 

- pr6venir, retarder ou traiter les pathologies ou les manifestations du 
vieillissement de la peau, telles que celles Ii6es aux hyaluronidases, et / 
ou aux radicaux libres, 

20 - favoriser la reconstitution du film hydrolipidique de surface, 

- pr6venir ( retarder, attenuer, ou eiiminer les rides et / ou ridules, 

- pr6venir, retarder ou traiter les effets des rayonnements solaires, 

- la prevention ou le traitement de Tune au moins des pathologies 
suivantes : 

25 - manifestations ou pathologies cutan6es inflammatoires ou 

allergiques, 

- psoriasis, 

- troubles de la circulation veineuse. 

30 12) Procede d'obtention d'un extrait selon Tune quelconque des revendications 1 a 
6 caract6ris6 en ce qu'il comprend : 
- une etape de broyage du melange d'6corces de Pin et de feuilles de 
cassis, 
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- suivie d'une 6tape d'extraction du broyat par un solvant constitue d'ethanol 
a 96,3° et d'eau dfesionisSe, d temperature ambiante, sous agitation 
m6canique lente et a PobscuritS, 

- suivie d* une 6tape d^gouttage, 
5 - et d'une 6tape de filtration. 

1 3) M6thode de traitement esth6tique caracteris6e en ce qu'elle comprend 
Tapplication topique d'une composition cosmfetique selon la revendication 7. 
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Figure 1 
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